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深海热液区于 1977 年被发现以来, 是当今微生物学研究的热门区域。通过
对分离自东太平洋洋中脊热液区的超嗜热古菌 Palaecoccus pacificus DY20341T
的耐热蛋白和不同温度培养条件下的蛋白质组的分析，推测其对高温环境的适应
机制，并完善了对菌株 DY20341T的基因组注释。 
本文将菌株总蛋白 100℃热处理 1 hr 后，采用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳
(SDS-PAGE)的方法，分离得到 6 个耐热蛋白。通过 MALDI-TOF-TOF 比对菌株
DY20341
T全基因组数据库，鉴定结果如下：耐热蛋白 1（无机焦磷酸酶/Inorganic 
pyrophosphatase，20 kDa），耐热蛋白 2（ABC 转运体寡肽结合蛋白/Oligopeptide 
binding ABC transporter，90kDa），耐热蛋白 3（ABC 转运体二肽结合蛋白
/Dipeptide-binding ABC transporter，80 kDa），耐热蛋白 4（α-糖苷周质结合蛋白
前体/Alpha-glucosides-binding periplasmic protein AglE precursor，46 kDa），耐热
蛋白 5（TRAP 转运体溶质受体/TRAP transporter solute receptor，35 kDa）和耐热
蛋白 6（5'-脱氧甲硫腺苷磷酸化酶/5'-methylthioadenosine phosphorylase，29 kDa）。
耐热蛋白 1（PAP0157）参与氧化磷酸化途径产生大量 ATP。耐热蛋白 2（PAP1987）、
耐热蛋白 3（PPA0030）、耐热蛋白 4（PAP1006）在 ABC 转运系统中负责结合底
物。耐热蛋白 5（PAP0436）是 TRAP 转运系统的周质受体蛋白 TAXI。耐热蛋
白 6（PAP0046）在生物体内参与嘌呤补救途径，此途径不仅补偿了高温生物合
成核苷酸所需的嘌呤同时产生大量多胺。磷酸化的多胺与 DNA 和 tRNA 结合可
以大大提高核酸的稳定性。采用 Swiss-model 模拟耐热蛋白 6（PAP0046）的三
维结构，并与 SsMTAPII（PDB 编号：3T94）、hMTAP（PDB 编号：1CB0）的三
维结构比较。根据二硫键数目和位置、是否具有 CXC motif 和酶活位点疏水核心
的紧密程度，预测耐热性由强到弱的顺序是：SsMTAPII> PAP0046> hMTAP。菌
株 DY20341T存在 2 个 MTAP 蛋白，耐热蛋白 6（PAP0046）与初古菌和泉古菌
同源进化关系紧密，并具有的更加紧密的活性位点疏水核心，因此比更接近于变
形菌和厚壁菌的 MTAP（PAP1371）耐热。采用 Real-time PCR 的方法对 6 个耐
热蛋白在不同温度培养条件下（80℃、90℃）的转录水平进行分析。在较高温度















82 倍和 3.6 倍。 
本文采用双向电泳的方法对菌株 DY20341T 在 55℃、80℃和 90℃条件下培
养的蛋白质组进行分析，共发现了 122 个差异蛋白点。采用 MALDI-TOF-TOF
的方法鉴定了 30 个差异明显的的蛋白点，包括 55℃与 80℃相比上调表达的 7 个
蛋白点，下调表达的 6 个蛋白点；90℃与 80℃相比上调表达的 12 个蛋白点，下
调表达的 5 个蛋白点。根据 COG 分类和蛋白生理功能分析结果，我们推测与菌
株 DY20341T生长温度适应性相关的蛋白主要参与了能量的产生与转换，还包括
糖酵解途径、丙酮酸转化、氨基酸、核苷酸、ATP 的合成与转运等。 
菌株 DY20341T中有四个淀粉酶：淀粉酶 1（PAP1794）属于糖苷水解酶 GH-57
家族，是一个 4-α-葡聚糖转移酶。淀粉酶 2（PAP0212）是胞外环糊精葡糖转移
酶。淀粉酶 3（PAP1770）和淀粉酶 4（PAP0051）分别是 GH-13 家族的胞内和





















Since 1977 deep-sea hydrothermal vent was found, it becomes a hot field in the 
microbial research. The hyperthermophilic archaea Palaecoccus pacificus DY20341
T
 
was isolated from the hydrothermal sediments in east Pacific ridge. In this paper, we 
identified a subset of thermostable proteins and proteomic analysis of stains cultured 
at different temperatures, to predicte the molecular mechanism of thermalstable 
adaptation and clearify genome annotation in strain DY20341
T
. 
In this paper, analyzed by SDS- polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
and MALDI-TOF-TOF method after 1hr heat treatment at 100 ℃, 6 thermostable 
proteins of the total protein were identified as: thermostable protein 1 (inorganic 
pyrophosphatase, 20 kDa); thermostable protein 2 (Oligopeptide binding ABC 
transporter, 90 kDa); thermostable protein 3 (Dipeptide-binding ABC transporter, 80 
kDa); thermostable protein 4 (Alpha-glucosides-binding periplasmic protein AglE 
precursor precursor, 46 kDa); thermostable protein 5 (TRAP transporter solute 
receptor, 35 kDa) and thermostable protein 6 (5'-methylthioadenosine phosphorylase, 
29 kDa). Thermostable protein 1 (PAP0157) produces a lot of ATP in the oxidative 
phosphorylation pathway. Thermostable protein 2 (PAP1987), thermostable protein 3 
(PPA0030), thermostable protein 4 (PAP1006) are responsible for the binding of 
substrates in ABC transport systems. Thermostable protein 5 (PAP0436) is a 
periplasmic receptor protein of TRAP transporter. Thermostable protein 6 (PAP0046) 
is involved in the purine salvage pathway which not only compensates the required 
for nucleotides biosynthesis at high temperature but also produces large amounts of 
polyamines. The binding of Phosphorylated polyamines to DNA or tRNA results in 
higher thermostability of nucleotides. We compared the three-dimensional structures 
of thermostable protein 6 (PAP0046) modeled by swiss-model with SsMTAPII (PDB 
number: 3T94) and hMTAP (PDB number: 1CB0). According to the numbers and 
positions of disulfide bonds, CXC motif and hydrophobic core of the active sites, we 

















 has 2 MTAP proteins. Thermostable MTAP (PAP0046) is closest with 
Korarchaeota and Crenarchaeotes and has a tighter hydrophobic core, while MTAP 
(PAP1371) which is closest with the Proteobacteria and Firmicutes is less 
thermo-stable. The transcriptional levels of the 6 thermostable proteins were analyzed 
by the method of Real-time PCR, when strain DY20341
T 
cultured at different 
temperatures (80 ℃, 90 ℃). The result indicated when strain DY20341T incubated at 
higher temperature, thermostable proteins 1~6 were up-regulated by 95 times, 55 
times, 60 times, 6 times, 82 times, 3.6 times. 
We found a total of 122 differential protein spots in the proteome of strain 
DY20341
T
 cultured at 55, 80  and 90 ℃ using the method of two-dimensional 
electrophoresis. 30 protein spots of high differential expression ratio were identified 
by MALDI-TOF-TOF method, including 7 protein spots up-regulated, 6 protein spots 
down-regulated at 55 ℃compared with 80 ℃; 12 protein spots up-regulated, 5 
protein spots down-regulated at 90 ℃ compared with 80 ℃. According to the COG 
classification results, we speculated that pathways related to the growth and 
adaptability to temperature of the strain DY20341
T
 mainly involved in the metabolism 
of energy production and transport, including the glycolytic pathway, pyruvate 
conversion and synthesis pathway of amino acids, nucleotides and ATP. 
There are four amylases in strain DY20341
T
: amylase 1 (PAP1794) is a 4- α - 
glucanotransferase belonged to glycoside hydrolase family GH-57; amylase 2 
(PAP0212) is an extracellular cyclodextrin glucosyltransferase. Amylase 3(PAP1770) 
and amylase 4 (PAP0051) are members of GH-13 family and refers to intracellular 
and extracellular α-amylase respectively. Enzyme activity reached the highest value of 
6.98U • L
-1
 after growed for 12 hours. Four amylase all represented enzyme activity 
under the condition of pH 5.0, 100 ℃ independent on calcium ion, well meeted the 
requirements of industrial production . 
 





























































比 50℃下生长的细菌细胞膜中总脂含量高 70%以上，其中糖脂增加了 4 倍，细
胞膜中糖脂含量增加也有利于提高细菌的耐热性[5]。 
2.2 核酸的耐热机制 








合在 DNA 双螺旋上，使 DNA 产生更能耐受高温的正超螺旋结构[7]。 
在嗜热细菌 tRNA 分子里，机体一方面通过增加 G+C 含量，另一方面通过
在碱基分子中加入硫原子来提高 tRNA 的耐热性。碱基中硫原子主要是通过提高
tRNA 几个环之间的结合能力来提高 tRNA 的解链温度而提高耐热性。 
2.3 蛋白的耐热机制 























热稳定性存在差异，当温度超过 100 °C 时，氨基酸稳定性由高到低的顺序依次：







例如 Russell 发现较柠檬酸合成酶在 T. acidophilum 和 P. furiosus 中的氨基酸
组成，发现随着物种生长温度升高，Ile，Tyr，Lys 和 Glu 的含量增加，而 Asn，
Gln 和 Cys 的含量降低[12]。Vieille 等基于 8 个常温生物和 7 个嗜热生物的基因组
的蛋白质中氨基酸含量比较了超嗜热蛋白，嗜热蛋白和它们的同源常温蛋白的氨
基酸组成差别，发现耐热蛋白中含有更多的带电荷残基如 Lys，Arg，Glu，Asp；







势 Gly → Ala 和 Lys →Arg。Ala 是形成螺旋最常用的氨基酸，因此常常被认为





























到超高温古菌蛋白质，VK，KI，YK，IK，KV，KY 和 EV 的含量增加显著。在
这 7 个正相关的特征二肽中，Lys 几乎存在于每种二肽中，Val 出现了三次，Ile
和 Tyr 都出现了两次，Glu 出现了一次[17]。 
张光亚的等用 VC+ + 编写 CDP 软件来统计二肽组成。通过分析 3216 条嗜
热蛋白和 4007 条常温蛋白的二肽组成, 通过对 2 组共计 853 个测试数据进行预
测, 其预测的平均正确率分别达 89.10%和 89.16%。结果表明, 在嗜热蛋白中存
在更多 EE, EK, KE, VE,EI, KI, EV, KK, VK 和 IE 等二肽, 更少 AA, LL, LA, AL, 
QA, QL, AQ, LT, TL 和 EQ 等二肽。氨基酸 Lys 和 Glu 在与生长温度呈正相关最
显著的 20 种二肽中出现了 17 次, 频率为 85%。而 Gln 在与生长温度负相关最显
著的 20 种二肽中出现了 8 次[18]。 
由此可见, 嗜热和常温蛋白在氨基酸组成上的差异几乎都能从对其热稳定
性有影响的二肽组成中体现出来。而且，许多从氨基酸组成无法了解的氨基酸也






















为深入。RNase T1 共有 86 个氢键，平均键长为 2.95 Å，平均每个氢键为稳定性
贡献约 1.3 kcal/mol[19]。Tanner 等人研究了 GAPDH 的耐热性与主链带电原子和





















离子键在极端嗜热蛋白中可以提高蛋白的热稳定性。P. furiosus GDH 和
Clostridium symbiosum GDH 酶的相似度为 34%。这两种酶结构上的主要的不同
在于离子键的含量。在 P. furiosus GDH 中 90% Arg 参与了离子键的形成还有一
些 Arg 形成了氢键，并且 P. furiosus GDH 平均每个氨基酸残基形成 0.11 个离子
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